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1. Titre de I 'invention 

Identification d'une cible cellulaire pour le developpement d'agents theYapeutiques contre le 
pathogene fongique Candida albicans. 

2. Domaines d'application de I'invention 

Biomedical. 



iraalesdel'in? 



Ddveloppement d'agents therapeutiques antifongiques diriges contre le pathogene humain 
Candida albicans. 

Resume de rinvention 

Nous avons identify, clone" et sequence" le gene codant pour la sous-unite" rdgulatrice d'une 
proline kinase AMP cyclique dependante (cAMP-dependent protein kinase: PKA) chez le 
pathogene humain Candida albicans. Les rdsultats d'expenences visant a de!6ter ce gene ont 
demontre" que sa presence 6tait essentielle a la croissance du pathogene. Cette caractiristique en 
fait une cible cellulaire pour le developpement d'agents therapeutiques anti-Candida. De telles 
cibles sont extremement rares. 



Etant donne I'imeret des compagnies pharmaceutiques et biotechnologiques pour de telles 
cibles, il est certain que si nos resultats ne sont pas protiges, ils seront recuperes par ces 
demieres. Toutes les retombees potentielles, en terme de recherche et de developpement, 
seraient alors per dues. 

Description de 1'invention 
5.1. Le pathogene 

L'incidence des infections fongiques a augment^ de fagon dramatique au cours des deux 
demieres d6cennies. L'augmentation a ivi telle que les mycoses systemiques repr£sentent 
maintenant une importante cause de morbidity et de mortality. Parmi toutes les mycoses, les 
candidiases, causees par Candida albicans sont de loin les plus importantes (Groll et al, 1998; 
Pfaller 1992). 

C. albicans est un mycete opportuniste normalement present dans les muqueuses buccale, 
intestinale et vaginale. Celui-ci devient cependant pathogene lorsqu"un d6sequilibre survient 
dans le systeme de defense de l'hote ou que la flore microbienne indigene est perturbee 
(traitements aux antibiotiques). Ainsi, les candidiases accompagnent souvent 
1'immunosuppression (e.g. lors de greffes, de therapies cytotoxiques, de radiothfrapie ou d'usage 
de corticosteroi'des), rimmunoincompgtence et rimmunod6ficience. Chez les patients 
severement immunocompromis, C. albicans peut causer des infections systemiques graves 
menant frequemment au deces (Groll et al, 1996; Walsh et al, 1996; Minamoto & Rosenberg, 
1997). 
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5.2. Le conteyte ri» r^ffl** 

^ZTn*^* dC m6dic *f nts antifongiques efficaces et sans effet secondare important, de 

1 Wn^I^T^ 0 ? dC k pr6vaiCnCe dM infections fon ^ ues mette ^ en Evidence 
1 urgence de developper de nouveaux agents antifongiques (Sternberg 1994). 

Au cours des demieres annees, une approche basee sur ridentification et la dissection de 

te^l^i^T ?r dC S ^ taboli( l ues esseati ^ au fonctionnement de la cellule, a 
f 16 explore pour 1 identtficanon de cibles avec lesquelles il serait possible d'interferer En 

icur luncuon pouvant par la suite etre utiU^espour la production d'agents thdrapeutiques 
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5.3. L'approche de recherche 

Comme plusieurs autres mycetes d'importance mddicale, C. albicans peut de maniere reversible 
alterner entre une croissance levuriforme (cellules ovoi'des) et une croissance myc61ienne 
(cellules hypho'ides), ce qu'est le dimorphisme. Comme chez C. albicans la forme mycelienne 
est impliquee dans la virulence, et comme le dimorphisme est particulier aux champignons, 
celui-ci represente une source potentielle de cibles pour le developpement de substances 
antif ongiques. En utilisant une approche moieculaire, nous avons entrepris de ddmontrer 
l'implication d'une enzyme, appeiee cAMP -dependent protein kinase (PKA), dans le contrSle de 
la tra nsition le v ure-myceTium. Plusieurs donnges suggeraient que cettl cn7 ym e pou vait fetre 
impliquee dans le contrSle du dimorphisme. 

La PKA est une proline tetramerique composee de deux sous-unites catalytiques (PKA-C) et de 
deux sous-unites rdgulatrices (PKA-R). Sous sa forme tetramerique, la PKA est inactive. 
Cependant, en pr6sence d'addnosine monophosphate cyclique (AMP cyclique), les sous-unites 
regulatrices se dissocient des sous-unites catalytiques qui deviennent alors actives (Figure 5.1). 



ft 



| SOUS-UNHtS CATALYI1QUQ Hi W* PKA-C rnonomeriques 

\ sous-imnts regulairic£ 

FORME INACTIVE 

Figure 5.1. Representation schematique de la cAMP-dependent protein kinase (PKA). A. Forme t6tramen.qui 
inactive de la PKA. Le role des sous-unites regulatrices PKA-R est de s'associer aux sous-unit6s 
catalyuques PKA-C afin de les mamtenir inactives. B. La presence d'AMPc sur les sous-unit6s 
regulatrices entraine la liberation de PKA-C monomeriques actives. 



Afin de determiner l'implication de PKA-C et PKA-R dans le contrOle de la transition levure- 
myceiium, nous avons clon6 les gfenes les encodant Pour ce faire nous avons fait une analyse 
des sequences de genes homologues chez d'autres organismes fongiques afin d'identifier des 
regions conservees. A partir de deux counes regions relativement bien conservees, nous avons 
synthetise" des amorces degenerees afin d'amplifier une portion des genes par la technique de 
Polymerase chain reaction (PCR). La portion amplifiee de chacun des deux genes a ensuite ete" 
utilisee comme sonde afm d'isoler des clones a partir d'une banque genomique fosmidique de C. 
albicans. 1 Par la suite, des sous-clones ont ete utilises afin de determiner la sequence des genes 
Pka-r et Pka-c encodant les sous-unites regulatrices et catalytiques respectivement. 
Selon notre hypothese de travail, l'activation de la PKA (en presence d'AMP cyclique) permet 
de declencher la transition levure-myceTium. Afin de verifier l'implication des genes codant 
pour les sous-unitis catalytiques et re"gulatrices dans le contrSle du dimorphisme, nous avons 
entrepris de deleter chacun de ceux-ci chez C. albicans. Ainsi, la deletion du gene Pka-c 
(aucune PKA-C active dans la cellule) devait empecher la souche d'operer la transition levure- 
myceiium en presence d'AMP cyclique, alors que la delation du gene Pka-r (PKA-C toujours 
active dans la cellule, puisque la PKA-R n'est pas presente pour 1'inactiver) devait permettre une 
croissance myceiienne constitutive, c'est-a-dire meme en absence d'AMP cyclique. 



1 Une banque fosm i dique est construite dans un vecteur contenant rorigine de replication du plasmide F de E. coli. 
Ce 

vecteur, present en une seule copie par cellule, diminue les possibilites de rearragement a 1'intdrieur des clones. 
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Les mutants pka-c obtenus ne pouvaient effectivement operer la transition levure-myc61ium en 
presence d'AMP cyclique. Ces r^sultats supportaient done notre hypothese selon laquelle la 
PKA est impliqufe dans le contr61e de la transition levure-myceTium. Afin de confirmer notre 
hypothese, nous avons alors entrepris de generer des mutants pour le gene Pka-r. 
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5.4. La rnutagftifese de Pka-r 

Afin defaciliter la comprehension des resultats obtenus lors des experiences de mutagenese de 
Pka-r, des explications sont donn€es sur le fonctionnement de la mithode utilisie. 
C. albicans est un organisme diploide, c'est-a-dire qu'il possfede deux copies de chacun des 
chromosomes (done deux alleles pour chacun des genes). Pour g6nerer un mutant, il faut done 
inactiver les deux alleles du gene a l'etude. Ainsi, pour realiser les experiences de mutagenese 
(pour les genes Pka-c et Pka-r), nous avons utilise la URA blaster technique pennettant"de 
deleter les deux alleles d'u n gene chez C. albicans. C ette mfrhnrie. miss an nnim ii y a qiiriqn ^ 
anne es, pennet de dele ter s e q uentie l leinent-lcs-d&ux- flli eies avec une efficac it e v ar i**** entre~20~ 
et 100%. 2 Ainsi, l'analyse d'une dizaine de transformants permet g6neralement d'identifier les 
mutants recherches. 

Une construction (appeiee pMPl) fut d'abord generee, dans laquelle une cassette - contenant le 
gene UraB situe entre deux sequences repetees cat - fut flanquee de sequences situees de part et 
d'autre du gene Pka-r (Figure 5.2). Dans cette construction, le gene Ura3 (implique dans la 
synthese de l'uracil) est utilise comme marqueur pour la selection des transformants (utilisation 
d'une souche parentale auxotrophe pour l'uracil; ura3-\ alors que les sequences cat (sequences 
partielles du gene codant pour la chloramphenicol acetyl transferase) pennettent une 
recombinaison intra-chromosomique afin d'eiiminer le gene Ura3 (Tutilite de ceci est expliquee 
plus loin). 




Figure 5.2. Construction de pMPl pour la mutagenese du gene Pka-r. Les sequences situew en amont et en 
aval du gene Pka-r out 6te introduites de part et d'autre de la cassette cat-Ura3-cat. 



La construction pMPl fut utilisee pour transformer la souche CAI4 {ura3-) de C. albicans? La 
selection des transformants fut faite sur milieu minimal afin de permettre uniquement la 
croissance de ceux ayant integre la cassette cat-Ura3-cat a leur genome. Neuf des 
transformants obtenus out ete testes par analyse de type Southern, afin de verifier le 
remplacement d'un premier allele du gfene Pka-r par la cassette (Figure 5.3). 
Deux des transformants verifies se sont averes 6tre les mutants hemizygotes recherches, e'est-a- 
dire ne possedant plus qu"un seul allele du gbnc Pka-r (genotype Pka-r / Apka-r::cat-Ura3-cat). 
Ces mutants hemizygotes avaient un phenotype myceiien constitutif. Ces resultats confirmaient 
a nouveau l'implication de la PKA dans le contreie du dimorphisme (tout comme 1'avait fait la 
mutagenese du gene Pka-c; section 5.4). 

Afin de pouvoir deleter le deuxieme allele du gene Pka-r, il a d'abord fallu retablir l'auxotrophie 
a 1'uracile chez un des mutants hemizygotes. Pour ce faire, le mutant hemizygote fut place sur 
milieu complet permettant ainsi la perte du gene Ura3 par une recombinaison entre les 
sequences cat situees de part et d'autre de celui-ci (menant a l'excision du gene Ura3). Les 



2 Scion la litterature et notre experience personnelle. 

3 CA14 est une souche standard utilis6e dans plusieurs laboratoires a travers le monde. 
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revertants ura3- furent ensuite s61ectionnes sur milieu contenant du 5-FOA une substance 
toxique pour les cellules possedant encore un gene Ura3 fonctionnel. Vingt-trois r6vertants 
ura3- furent verifies par analyse de type Southern afin de confirmer la pene du eene Ura3 
(Figure 5.4). y 6 
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chromosome T 
chromosome I 

construction 
plasmidique pMP± 








B. 

Figure 5.3 Representation schematique du mdcanisme ayant mens a la mutagenese du premier allele do gene 
Pka-r. A. Alignement des sequences homologues situess de part et d'autre do gene Pka-r et de la 
cassette cat-Ura3-cat. B. Suite a une double recamhinaison impliquant les sequences 
homologues, remplacement do gene Pka-r par la cassette. 






chromosome!. 1 
chromosome^ 



Figure 5.4. Representation schematique des loci Pka-r a la suite de la recombinaison entre les 
ayant mend a l'excision du gene Ura3. 



Un de ces revertants (Pka-r / &pka-r:: cat) fut selectionne" pour la mutagenese du deuxieme allele 
Pka-r en utilisant a nouveau la construction plasmidique pMPl (Figure 5.5). Plusieurs series de 
transformants furent analysees par Southern afin de d6tecter un mutant ayant subi la d616tion du 
deuxieme allele Pka-r. Au total, 1 13 transformants furent ainsi analys6s parmi lesquels aucun 
ne s'avera etre un mutant pka-r homozygote nul {£pka-r::cat-Ura3-cat/ Apka-r::caf). 



A. 




X X 

^^ ^^^^^K^ W^<i ; ( > fi2fS H^mSSKM^S^SS^^{ chromosome /' 




chromosome I 




Figure 5.5. Representation schematique de la mutagenese attendue lors d'experiencesvisam la deletion du 
deuxieme allele du gene Pka-r. A. Aligne ment des sequences homologues situees de part et 
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d'autre du gene Pka-r. B. Suite a one double recombroaison impliquant les sequences situees de 
part et d'autre du gene Pka-r, remplacement de celui-ci par la cassette cat-Ura3-cat. 



En fait, on observait dans la presque totality des cas que le locus Pka-r deja del£t6 6tait a 
nouveau la cible de la double recombinaison (Figure 5.6). 



chromosome V 
chromosome I 




Representation schemauque de la mutagenese observee lots de tentatives pour del6tex le deuxieme 
allele du gene Pka-r. A. Alignement des sequences homologues situees de part et d'aatre de la 
sequence cat restante suite a la deletion du pTemier allele. B. Suite a une double recombinaison 
impliquant les sequences situees de part et d'autre de la s6quence cat, remplacement de celle-ci 

la cassette cat-Ura3-cat. 



Ces r6sultats ne pouvaient s'expliquer par des problemes techniques de mutagenese. Etant 
donne" le nombre eleve' de transformants analyses, ces r6sultats suggeraient plut6t une 
impossibility de deleter les deux alleles du gene Pka-r. Afin verifier cette hypothese, une 
nouvelle construction fut gdnerde pour la mutag6nese. Dans cette construction, appelee pMP3, 
le gene Ura3 fut place" au centre de la sequence codant pour le gene Pka-r (sans les sfquences 
situees en amont et en aval du gene; Figure 5.7). 



) construction 
plasmidique pMP3 



X 



X 



• chromosome "X 



Figure 5.7. Representation schemauque de la mutagenese attendue avec la construction plasmidique pMP3. 
A noter 1'absence d'homologie de sequence entre pMP3 et le locus de l'allele deja delete. 



Comme les s6quences presentes sur cette construction ne se retrouvent qu'au locus non encore 
de!6te\ cette situation devait forcer l'integration du gene Ura3 dans l'allele Pka-r restant. 
Cependant, aucun des 20 transformants verifies par analyse de tvpe Southern n'eut le deuxieme 
all&le Pka-r d616te\ 

Ces t6 sultats negatifs furent alors considered en meme temps que deux autres observations que 
nous avions faites lors de ces experiences de mutagenese. Premierement, le nombre de 
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transformants obtenus lors des experiences visant la deletion du deuxieme allele Pka-r (avec 
pMPl et pMP3) f tait environ 30% inferieur a celui obtenu normalement lors d'expenences de 
mutagenese semblables (visant d'autres g6nes). Deuxiemement, une portion importante des 
transformants ne formait que de tres petites colonies sur les pettis de transformation; diametre 
de 0.5 mm comparativement au diametre habituel de 2-3 mm. 4 Lorsque ces petites colonies 
furent repiquees en milieu liquide ou reetaiees sur milieu g€los6, aucune croissance ne fut 
observfe. Prises ensemble, ces observations suggeraient qu'en perdant le deuxieme allele du 
gene Pka-r, les transformants ne pouvaient tout simplement pas croitre (reduction du nombre de 
udii^fuiiiniii^ ob te nuB), ou encore croiue muquement pour une penod fc de t emps limitee "= 
(presence de petites colonies non-viables). 

Comme les difficultes a identifier des mutants pka-r homozygotes nuls ne semblaient pas 6tre de 
nature technique, nous avons alors pose comme hypothese que la presence dans la cellule de 
PKA-C toujours active (le r61e de PKA-R dtant de s'associer a l'enzyme PKA-C arm de la 
maintenir dans un etat inactif) s'av6rait letale pour C. albicans. Afin de verifier cette hypothese, 
nous avons entrepris de gdnfrer un mutant pka-r homozygote nul chez une souche ne poss6dant' 
pas d'enzyme PKA-C (mutant pka-c homozygote nul). En theorie, chez un tel mutant, 1'absence 
de PKA-R ne devrait pas nuire a la cellule puisque celle-ci ne renferme pas d'enzyme PKA-C. 
Lors de la mutagenese du premier allele de Pka-r, cinq des seize transformants verifies par 
analyse de type Southern se sont averts 6tre du genotype attendu (Pka-r / Apka-r: :cat-Vra3-cat 
Apka-c::cat / Apka-c::cat). 5 Tout comme decrit precedemment, un de ces mutants fut utilise 
pour obtenir des revertants ura3: Un des revertants obtenus (Pka-r/ Apka-r:: cat Apka-c::cat / 
Apka-c::cat) fut utilise" pour la mutagenese du second allele Pka-r, aprfes verification du 
genotype par analyse de type Southern. Neuf des 31 transformants obtenus lors de ces 
experiences furent confirmes etre des mutants pka-r homozygotes nuls (Apka-r:: cat- Ura3-cat / 
Apka-r::cat Apka-c::cat/Apka-c::cai) par analyse de type Southern. Cesresultats 
confumaient que 1'impossibilite d'obtenir des mutants pka-r homozygotes nuls a partir de la 
souche CAI4 n'etait pas due a un probleme technique mais plutSt a la letalite de la condition 
(Tableau 5.1). ' 



. : - ... ; . : ...>:.>•- | ' 








^tems ayantfe 


Pka-c / Apka-c::cat- Ura3-cat 


io io (ioo) 


Apka-c:: cat- Ura3-cat / Apka-c::cat 
Pka-r/ Apka-r: :cat-Ura3-cat 

(avtcpMPJ) 

Apka-r:: cat- Ura3-cat / Apka-r:: cat 
pka-r: :ura3 / Apka-r:: cat 

(awpUPl) 


36 


7 (20) 


9 


2 (23) 


113 


0 (0) 


20 


0 (0) 



4 Ces petites colonies furent observees lors d'experience de mutagenese tant avec pMPl qu'avec pMP3. 

Ces experiences de mutagenese ont ete realisees avec la construction pMPl en utilisant une souche vka-c 
homozygote ' * 

nul {Apka-c: :cai J ipka-c::cat) issue de nos expdriences de mutagenese sur le gene Pka-c. 
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Pka-r / Apka-r::cat-Ura3-cat 


16 


5 (32) 


Apka-c::cat / Apka-c::cax <<ntc 






PUPJ) 






Apka-r::cat-Ura3-cat/Apka-r::cat 


31 


9 (29) 


Apka-c::cat/ Apka-c::cat i**e 













Tableau 5.1. Sommaire des resultats d'experiences de mutagenesc visam I'obtemion de mutants pka-c et pka- 



homozyRotes nuls cbw C albicans . 



Des observations faites en microscopie optique ont i6\6\6 que les doubles mutants avaient une 
morphoiogie cellulaire atypique (forme cellulaire tres irreguliere). Ds plus, contrairement a la 
coloration blanche habituelle, les colonies de ces doubles mutants adoptaient une coloration 
jaune tres distinctive. 
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Utilite principale de 1'invention et ses avantages 
6.1 Positionnement de la decouverte 

Traditionnellement, la decouverte de nouveaux medicaments a €\£ basee sur le criblage 
systematique de produits naturels et syntheaques dans des tests biologiques et 

aiitifOTgiquexreqm^ 

rsgarde le traitement des infections fongiques syst£miques (Tableau 6.1). 



CLASSE ET COMPOSE 


MOLECULE CffiLEE / MODE D'ACTION 


Polyene 

Amphotericine B 


Interaction avec l'ergosterol de la membrane, formation de 
canaux, permdabilite' aux cations entrainant la mort 
cellulaire 


Analogue de nucleosides 
• 5-Fluorocytosine 


De'arnination intracellulaire en 5-fluorouracil, interference 
avec la synthese et les roles biologiques de 1'ADN et de 
TARN 


Derives azoles 

• K6toconazole 

• Fluconazole 

• Itraconazole 


Interaction avec le cytochrome P-450, inhibition de la 
deme'thylation du lanosterol entrainant un 6puisement de 
l'ergosterol et raccumulation de sterols toxiques dans la 
membrane cellulaire 


Allylamines 
• Terbinafine 


Inhibition de la squalene epoxidase, 6 puisement de 
l'ergosterol et accumulation de sterols toxiques dans la 
membrane cellulaire 


Inhibiteur de mitose 
• Griseofulvine 


Inhibition de la mitose en m6taphase par interaction avec 
les microtubules 



Tableau 6.1. Agents antifongiques systdmiques en usage clinique. 

L'Amphotiricine B et le fluconazole sont de loin les antifongiques les plus couramment utilises 
et ce, en depit du fait que 1' Amphotericine B entraine des effets secondaires importants (fievre, 
nausee, et cytotoxicite renale), et que le fluconazole, mis sur le marche" il y a une douzaine 
d'ann£es seulement, soit deja confront^ a des problemes importants de resistance (Edwards, ■ 
1991; White, 1997). 

Afin de combler ce manque flagrant de medicaments antifongiques efficaces et sans effet 
secondaire, une nouvelle approche basee sur l'identification et la dissection de reactions 
enzymatiques essentielles au fonctionnement de la cellule s'est developp6e au cours des 
dernieres annees. Plusieurs laboratoires se sont lances dans cette quete de cibles cellulaires 
essentielles a la survie des pathogenes fongiques (Kurtz 1998; Mitchell 1998). Malgre" ces 
efforts, encore peu de cibles ont €x& identifiees. Parmi celles-ci, seulement quelques unes sont 
actuellement utilisees pour le developpement de composes antifongiques (Groll et ai, 1998; 
Tableau 6.2). 
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CLASSE ET COMPOSE 


MOLECULE CIBLEE / MODE D'ACTION 


JL jfidzolcs 

• UK 109496 


Interaction avec le cytochrome P-450, inhibition de la 
d6m6thylation du lanostdrol entrainant un epuisement de 
l'ergosterol et 1'accumulation de st6rols toxiques dans la 
membrane cellulaire 


Echinocandines 
• LY 303366 


Inhibition de la p-(U3)ghicane synthetase entrainant un 
6puisement en glucanes et done une fragility osmotique 


iradumanes 
• BMS 181184 


Jbormation de complexes avec les mannoprot6ines de la 

paroi cellulaire, entrainant des perturbations au niveau de la 
membrane et la mort cellulaire 


Polyenes 

* Nystatin liposomique 


Interaction avec l'ergosterol de la membrane, formation de 
canaux, penndabilit£ aux cations entrainant la mort 
cellulaire 


Nikkomycines 
• Nikkomvcin Z 


Inhibition de la synthese de la chitine entrainant un arret de 
croissance et une fragility osmotique 


Sordarines 

• GM 237354 


Interaction avec le facteur d'elongation 2 implique" dans la 
synthese des prolines 



Tableau 63.. Agents antifongiques systemiques en ddveloppemem. 



La difficulte dans l'identification de cibles tient au fait que les cellules fongiques, tout comme 
les cellules humaines, sont eucaryotes, limitant ainsi considerablement le nombre de cibles 
cellulaires sur lesqueUes U est possible d'agir sans interferer avec le fonctionnement normal des 
cellules humaines. 

6.2 A vantages de PKA-R c omme cible 

Un premier avantage d'utiliser la PKA-R comme cible est que sa fonction cellulaire, de meme 
que son mode d'action sont deja connus (par analogie avec ce qui a 6te" observe chez d'autres 
organismes). Ce mode d'action rend d'aiUeurs la PKA-R particulierement attrayante pour le 
developpement de composes antifongiques. En effet, comme la PKA-R exerce son action en 
interagissant physiquement avec la PKA-C, une strategic -simple peut 8tre envisas6e pour 
bloquer Interaction entre ces deux prolines. Ainsi, en empechant Interaction PKA-C / PKA- 
R, on creerait une condition simulant l'absence de PKA-R ce qui s'av6rerait ldtal pour les 
ceUules de C. albicans. Ainsi, pour empecher 1'association de PKA-R a PKA-C, on pourrait 
developper des molecules qui, en se liant a la PKA-R, previendraient son interaction avec PKA- 
C (Figure 6. 1).« 



i Deux autres strategies sont egalement possibles: (1) empecher la PKA-C de s'associer a la PKA-R par l'intennediaire 
de molecules qui, en se hant a celle-ci (sans interferer avec l'activite kinase de la PKA-C), bloqueraient 1'interaction 
avec la PKA-R; et (2) bloquer ou diminuer la production de PKA-R sous un seuil letal par l'intennediaire de 
molecules qui interfereraiem avec les proteines impliquees dans le controle de l'expression du gene Pka-r Ceue 
denuere approche requerrait cependant des recherches supplementaircs sur larcculation de l'expression du gene 
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La recherche de telles molecules pourrait se faire en utilisant la chimie combinatoire (voir 
travail propose" a la section 8.0). Les molecules ayant une affinity pour PKA-R pourraient 
facilement 6tre evaluees pour leur capacity a interferer avec 1'interaction PKA-C / PKA-R par u 
test simple et rapide mesurant in vitro l'activite\de la PKA-C. Ce test rend encore 

plus attrayant l'utilisation de la PKA-R comme cible ceUuiaire. En effet, celui-ci permettra de 
ddterminer rapidement si les molecules ayant une affinite* pour PKA-R ont un potentiel comme 
agent therapeutique. 

Nous avons aussi determine" et compare" la sequence de la proline PKA-R de C. albicans avec 
ceUe de chacune des quarrc. snus-nnitfr ; rgguMacgj prittant rhrr Vhumnin goit PKA - R I a , 
PKA-R Ip, PKA-R Eo et PKA-R Hp. Cette analyse a demomr6 qu'il existe psu dTiomologie 
entre les PKA-R de ces deux organismes; lttomologie maximale dtant de seulsment 34 0 % 
avec la proteine PKA-R Ip. De plus, la delation d'un gene PKA-R chez la souris - la seule a 
avoir 6t6 tentee chez les cellules de mammiferes - ne s'est pas pas avdree le"tale. Ces donn6es 
renforcent 1'idee que le gene Pka-r puisse constituer une cible interessante pour le 
de"veloppement de substances antifongiques.? En effet, comme la PKA-R de C. albicans est 
differente de celles prdsentes chez l'humain, les chances sont faibles pour qu'une mol6cule mise 
au point pour contrer l'activitt" de la PKA-R de C. albicans ait le mSme effet sur les PKA-R 
humaines. De meme, comme chez la souris l'absence complete d'une sous-unite" PKA-R ne 
semble pas affecter la survie des cellules, il est possible que par analoeie, les cellules humaines 
tolerent 1'inactivation de . 
PKA-R humaines. 

6.3 Intfret pour eette HArmigAtff 

Plusieurs compagnies pharmaceutiques et biotechnologiques consentent actueUement des 
sommes importantes a l a recher che de cibles cellulaires pour le de"veloppement de composes 
antifongiques. 
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Art ^tgpere pert^t 

Une recherche sommaire realises sur le «IBM patent server* (http://patenLWomplex.ibm.com/) 
en utilisant «Candida» et «kinase» comme mots-clef, n'a pas permis de trouver de brevets 
portant sur le mSme sujet 

Description detajllee du travail a realiser 

Aim d'augmenter 1'attrait de la decouverte pour rindustrie, nous proposons d'iniuer la recherche 
menant a Identification de molecules ayant une affinite" pour PKA-R et pouvant inhiber 
Interaction PKA-C / PKA-R. Pour ce faire, la chimie combinatoire est l'approche privil6gi6e. 
Comme premiere e'tape, nous proposons l'utilisation du <<phage display», une approche 
permettant l'identification de sequences peptidiques interagissant avec une prote'ine cible 
(Cortese etal., 1995). Dans le cas present, nous chercherions des sequences peptidiques ayant 
une affmite" pour PKA-R. L'approche du «phage display* requiert que Ton possede de grandes 
quantity de la prote'ine cible, en 1'occurence PKA-R. Nous proposons done d'effectuerle 
clonage du gene Pka-r dans un vecteur d'expression afm de le surexprimer dans E. coli. La 
protdine surproduite sera ensuite utilis6e comme appat dans les experiences de «phage display* 
en utilisant des banques peptidiques disponibles commercialemenL Par la suite, a partir des 
sequences consensus identifies chez les clones s61ectionn6s, des peptides seraient synth6tis6s et 
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C mCA r7 ^ dS ddtermin£r s ils P 81 ™*" s'associer a PKA-R et prevenir Interaction PKA- 

Afin de verifier l'effet des peptides identifies par «phage display* sur 1'interaction PKA-C / 
PKA-R, une source de PKA-C est egalement nfcessaire. C'est pourquoi nous proposons le 
clonage du gene Pka-c dans un vecteur d'expression afin de surproduire PKA-C. 
Les sous-sections suivantes (8.1 a 8.3 ) presentent une description detainee du travail propose. 

C albicans n'utilise pas le code genetique universel pour le codonCUG, traduisant celui-ci en 
serine plutot qu'en leucine comme c'est le cas chez les autres organismes (Santos & Tuite 
1995). Cette particularity doit etre prise en consideration lors d'expenences visant I'expression 
de genes de C. albicans dans E. coli. 

Dans le cas du gene Pka-c, quatre codons CUG sont presents dans la sequence. Ceux-ci sont 
awes aux positions 13, 16, 390 et 413 par rapport au codon d'initiation Met (longueur totale de 
PKA-C: 442 acides amines). Comme il est possible que la substitution de ces serines par des 
leucines (lors de la traduction dans E. coli) induise des changements conformationels de nature 
a affecter soit 1 active de la PKA-C soit son interaction avec PKA-R, il apparait essentiel de 
convert* - par mutag^nese - les codons CUG en codons ACG (serine). La proline surproduite 
dans £. coli serait amsi identique en sequence a celle produite dans C. albicans. Le m£me type 
de cnangement serait nfcessaire dans le cas du gene Pka-r qui contient un codon CUG a la 
position 96 relativement au codon d'initiation Met (longueur totale de PKA-R: 459 acides 
amines). 

Pour leur mutagenese les cadres de lecture des genes Pka-c et Pka-r seraient d'abord amplifies 
par PCR puis clones dans le phagemide pTZ18 (Pharmacia). Afin de faciliter le clonal 
ulteneur des i genes Pka-c et Pka-r dans un vecteur d'expression (section 8.2), un site de 
restriction Ndel - comprenant le codon d'initiation ATG (CATATG1 - sera incorpore dans les 
amorces compl6mentaires du debut du cadre de lecture de chacun des gtoes. De la meme 
maniere, un site de restriction BamHl - comprenant le codon de tenninaison T A.G 
CEMjGATCC) - sera introduit dans les amorces compiementaires de la fin du cadre de lecture 
de chacun des genes. Les clones retenus pour Pka-c et Pka-r seront sequences afin de verifier 
PCR) s6( J ucnce < Le - qu'aucun changement n'ait 6te introduit au cours de l'amplification 

La mutagenese sera effectuee a 1'aide du «Site-directed mutagenesis system* (BioRad) en 
utdisant frois oligonucleotides pour la mutagenese de Pka-c (a cause de leur proximite, les 
codons 13 et 16 necessiteront un seul oligonucleotide), et un pour celle de Pka-r Afin 
d identifier les mutants desires, cinq clones seront sequences dans la region d'interSt aprfcs 
chacune des etapes de mutagenese. Le mutant retenu a chaque etape sera sequence 
completement afin de verifier 1'integrite du reste du gene. 

8.2 Clpner le gene Pka-r dans un ver teur d'exp rtysinn 

\ & ^ T rff reSS I° n y™" 1 * ( Nova S en ) ser * utilise pour la surproducuon des proteines PKA-C 
et PKA-R dans E. coli. Les sequences mutagenisees de Pka-r et Pka-c seront excisees du 



' Le criblage de banques de molecules chimiques de nature non-peptidique pennettrait probablement aussi d'identifier 
des composes ayant une affimite pour PKA-R et prevenant I'intWaction PKA-C / PKA^ Sp^to Tee sadTci 

no^a^S^ 
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vscteur pT218 a 1'aide des enzymes de restriction Ndel et BaniM. (sites de restriction incorpores 
aux amorces PCR), puis donees dans le vecteur pET28a en utilisant les meme sites. La 
production de PKA-C et PKA-R dans E. coli sera venfiee sur gel d'acrylamide selon le 
protocole de Novagen. 

Le clonage de Pka-r et Pka-c dans le site Ndel du vecteur pET28a permet la production d'une 
prot£ine recombinante poss£dant un «His»Tag» (une sequence de six. histidines suivie d'un site 
de clivage par la thrombine - une endopsptidase) a son extremite" N-terminale. Ce «His-Tag» 
psrmet la purification de la proteme k l'aide d'une colonne d'affinitS de nickel «His*Bind» 

protdines - 

PKA-C et PKA-R, celui-ci sera enleve" a l'aide de thrombine biotinyl6e (utilised dans un ratio 
1:2000 thrombinerproteme recombinants). La thrombine biotinylee sera par la suite enlevde par 
passage sur streptavidine-agarose (Novagen). 

La concentration prot&que des PKA-C et PKA-R purifiees sera d6termin6e a l'aide du «Protein 
assay fdt» de Sigma (base sur la mdthode micro-Lowry modifi6e par Peterson). L'activite 
enzymatique de la PKA-C sera testee in vitro par la me'thode de phosphorylation de Roskosky 
(1983) en utilisant du [ r 32 P]ATP et le substrat spe*cifique «Kempride» (un heptapeptide). 
L'activite' de la PKA-R sera mesurfe par son habiletd k inactiver la PKA-C dans les tests de 
phosphorylation in vitro. 

II a 6t6 observe que les proteines surproduites dans E. coli peuvent parfois Stre obtenues sous la 
forme d'aggre'sats insolubles (appelds «corps d'inclusion»). Ce probleme est le plus souvent 
rgsolu en modifiant les conditions de croissances (dur6e, temperature et concentration de 
I'inducteur) ou en ddnaturant et renaturant lentement les proteines. Cependant, an depit de la 
presence de «corps d'inclusion», une portion significative de proteines solubles peut 
generalement 6tre obtenue. Avec la grande efficacite de la me'thode de purification par le 
«His»Tag», cette portion soluble est generalement suffisante pour permenre la purification de 
grandes quantites de protdines actives. 



8.3 Experiences de «nh aee disoJav» 

Le «phage display» est une technique de selection utilisant des peptides exprimes a la surface de 
phages recombinants. Par cette approche, on permet l'etablissement d'un lien physique entre les 
peptides d'une banque de sequences aieatoires et une proteine cible. 

Deux banques peptidiques construites dans la proteine pin du phage M13 seraient utilisdes pour 
cette approche. La premiere serait la «Disulfide Constrained Peptide Library» (New England 
Biolabs) contenant 3.7 x 10 9 clones independants. Cette banque d'heptapeptides est 
suffisamment complexe pour contenir la plupan sinon toutes les sequences possibles (20 7 = 1.28 
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x 10 9 ). Les heptapeptides sont flanques d'une paire de residus cysteine qui, dans des conditions 
non-denaturantes, foment spontanement des ponts disulfides, produisant alors des peptides 
cycliques. De telles banques peptidiques ont 6x& urilisees avec succes pour Identification de 
molecules posse'dant des propridtes thirapeutiques (Wrighton et aL, 1996; Cwirla etal, 1997). 
La deuxieme banque utilised serait la «Peptide 12~mer library» (New England Biolabs) 
contenant 1.9 x 10 9 clones independants. Cette banque ne contient done pas tous les peptides 
possibles (20" = 4.1 x 10 13 ). EUe est plut6t consideree comme une banque d"heptapeptides 
distribuds sur une «fen6tre» de 12 rdsidus de largeur. Cette banque peut permettre 
1'iJuiLiXitaLiuii Jl pcpUd^ lui^que. ( 1 J la pruttme cible requiea plus de 7 acides amines pour" 
une interaction stable; 

(2) ^'interaction des 7 acides amines doit se faire sur une plus grande distance; (3) une structure 
tertiaire est n6cessaire pour 1'interaction avec la proline cible. 

Les banques seront criblees suivant les recommandations du manufacturier en utilisant la sous- 
unite - PKA-R comme proline cible. Pour chacune des banques, une quarantaine de clones 
dfmontrant une affinite" pour PKA-R seront sequence's. Les sequences obtenues seront 
analyses afm de detecter la presence de sequences consensus. Si tel est le cas, celle-ci sera 
ensuite utilisee pour permettre la synthese d'un peptide (initialement, un par banque) qui sera 
teste" pour sa capacite a se lier a PKA-R et a empecher l'interaction PKA-C / PKA-R in vitro lots 
de tests de phosphorylation (Roskosky, 1983). 

D est possible que la proteine cible reconnaisse une structure plut6t qu"une sequence Dans ce 
cas, une sequence consensus ne pourra 6tre observer. H faudra alors syntheuser quelmies-uns 
des peptides, avec des cysteines aux extremite* N- et C- tenninales, et les tester pour leur 
capacite- a inhiber l'interaction PKA-C / PKA-R dans des essais de phosphorylation in vitro 
(Koivunen era/., 1994; Luzzago et aL, 1993; Pasqualinier a£, 1995). 

Mon laboratoire posside V expertise nicessaire pour menerabien les expiriences proposees 
L amplification et le clonage de produits PCR sont rialises defapon routiniere dans mon 
laboratoire. Je sms igalement familier avec le ^Site-directed mutagenesis system* de BioRad 
l ayant utihsi au cours de mes itudes doctorales pour introduire des mutations dans un gene 
d onginefongique. De plus, lors de mon stage postdoctoral j'ai eu I'occasion d'utiliser le 
systlme d 1 expression pET de Novagen pour surexprimer un gene d'origine fongique. Le test de 
Roskosky (1 983) pour mesurer I'activiti de la PKA-C est utilisi defagon routiniere dans le 
laboratoire. En ce qui concerne les expiriences de «phage display*, nous pourrons compter sur 
la collaboration du Dr Guy Bellemare (Dipt biochimie, Universiti Laval) qui posside 
I expertise dans ce domaine. y 

L'equipement requispour rialiser ces travaux (hotte a flux laminaire pour travail avec C. 
albicans, appareilPCR, iquipement d'ilectrophorese pourADN et proteines, centrifugeuses, 
incubateurs...) est disponible dans mon laboratoire. Nous disposons igalement d'un laboratoire 
pour les travaux impliquant I'utilisation de radioisotopes. 
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SEQUENCE PV TrOCTS Q&W ?K V* PS GANMPA ALBICANS 



gaattcaaaaaatcaaaaaaazcaaaaaaaaaccg^ggaaggtaagttgtatatttataa 
atcaacgtgaar.aattttcaacactgrgtcaacatctgrgaaaaaaaeetgtgtgcact.g 
catataggaccccacctattacgtagaatatace&giaatagzracaaccataaaaagat 
taactgtgcccacgtggcaac'-ccgagatttttctccctirctgtttctttctttccccrr 
ctggcctaaacaacaaatgtcgcaaancacacaaacgacacccgctgcccatgtcatcrt 
gtcgttaccacgcgaagtgrcgcagatctatgtattctcaeticattcctacggceatca 

gcaaagagaacacrgaaaaaaagcaaagagaatatagaaaagaaacaat:aaaagaatagr 
ttctaagneaccctggagtetgetactaeeatgtaceeatgtgattgeeetaeeaaattg 
gacaatacgggtctttgtttagfceacgacaateacaaacttcececageaacgacatacg 
cagcaagtaatacccatatctcttccatccctttgatctcacataatctgtcgcgccctc 
ttaagttgttgtcacgaagaagtaaccr.cacaatgatcaagcgtgtaactgaaa.tcccac 
cgcaazrctaaacaaacaagcraataattoccaccattaatagccaatittgctaagttga 
gtaaaactcgcttttctugagaaaaaggagoaatcaetttgggagigagtttgaagagag 
aaacttaagtaagtaaatgagtgagagggagagacagagagegagagggggagtaaaaaa 
aaaag-tgcccacaaacaaascgtgataccggcccrttag-cacacaccttctactcttca 

atcaacarctztaccaatflcc-aatccccaacaacaatccacacctgatgaaccgccgca 
MSNPQQQFISDELSQ 

gttacagaaagaaataattuccaaaaacccgcaagargtcctacagccccgcgccaacta 
LQKEII SXKPQDV LQPCANY 

cctcaacacca.agrtaeaagcccaaagaagtgagtr.acggtcgcaaeaagcraaagcaga 

FNTXLQAQ3SSLW3QQAXA E 

agccgcaggcatcgacttattcccatctgfctgacr.atLgtgaatgctaattetagtggtgc 
A A G IDLFPSVDHVNVMSSGV 

gagcattgugaacgatagacaaccaagttttaaatcacctttcggcgttaatgacccaca 
S IVKDR Q ? S?K S F FGVMD P H 

tctgaatcacgaegaagatccccatgccaaagataccaaaacagatactgctgetgctgc 
LNHDSDPHAKDTKTDTAAAA 

tgtcgsr-ggggg-acnttcaaatcaaatr-tgatgr.tiaaaaagagsgcccctaatcctcc 
VGGGIFK5NFDVKKSASNPP 

aaccaaggaagtagacccagargacccatcaaaaccar.cgtcatcgagccaaccaaatca 
TKEVDPDDPSKPSSSSfiPNQ 

acaatcagcaccagcaceatcaaaaacgccatcatcoaagatcccagtcgctttcaacgc 
QSASASSXTP55KIPVAFNA 

taata?aagaacat=t:g-ar=rgctgaagc=ttgiiar.ccagcaaaazi:gaaattagacag 
NRRTSVSAEAI. NPAKLKLDS 

ttggaaacccccagctaataacttgagcattaccgaagaagaaacattagccaacaatrt 

WKPPVNNLSIT 2.SETLAWML 

aaagaacaattaccctttcaaocaawtggacqcaaactctaagaaaactgcgaccgctgc 
K N N r L F KQLDAN SKKTV I A A 

tctaciiacaaaaatcacrcgctaaagacacagtaatiratccaacaaggtgatgaagggga 
LQOKSFAKDTVJ IQQGDEGD 
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F7YI "STGTVDFYVNDAKVS 

«ccagragcgaasggrcar=ttt t g e gg««ggcr ? tgatgz a «attcaccaagagc 
SSSEGSSFGkiLA-MVNSPRA 

cgecacggcagrcgczgccacsgatgctgcctgttOTgcatrggaccgtttgaeatcceg 



A V >■ 



a 3 aa g gtttCCCC r.aacaagagaccgatgtacgaggacctettaaaaga 

R lLLSG.TFNKRLMVSDFiKD 

tatt«ggttttgaaacetct=tcggacca«gcaegttcaaa*ctggeagatgea«gag 
I I V LKS L5 DBA RSKLADALS 

cacagaaacgt atcaeaagggrgatuaaa r.agccact gaaggcgaacaaggagagaactt 

TBMVKKODK1 VTSGEQGEN F 
ctac^aatagaaagcggaaacTgtcaa^rrracaatgaaaagttgggcaatatcaaaca 

y LI ESGNC QV/YKSKLGNIKQ 

atwacaaaaggtgactatttzggtgagcncgeattaacaaaagacttaceaagacaagc 
LTKGDVFGELALIKDLPRQA 

aact:g=tsgccACiaagtgt8caaraagtag<:.r.fft:«atcatcrT:arattgt«tatgcT: 
T A G H * 

agtatattetacctttttttttccggcctacucaecttctggftgectcegttgegawtr 
.■SlrL-swtQa~sgrgcaaaagtccaac=ocacr-.cttgtcgccaggratatacgaga 
?ggcagca?gaacgagct=acca^ 

™ ff Uacai.agraactaatatat C gcaaaccr.ggcttctacagaaaatatacaarcta 
ataccrrgaggaart-cctczasacataacagagaarrc 



